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【背景】 
脊髄損傷 (spinal cord injury : SCI) では、脊髄に対する外傷とそれに続いて起こる激しい炎症反応によ
り、損傷部において軸索断裂および細胞脱落が生じる。これにより神経伝導路が破綻もしくは機能低
下するため、損傷部より下位の脊髄支配領域で運動機能障害および感覚麻痺が起きる。その後、損傷
部では反応性アストロサイトなどが瘢痕組織を形成し、コンドロイチン硫酸プロテオグリカン (CSPG) 
などの軸索伸展阻害因子が増加・蓄積するため、軸索の再伸展が阻害される。このため、破綻した神
経伝導路は再建されず、機能障害は多くの場合永続する。 
現在、SCIに対する唯一の治療薬として、メチルプレドニゾロンが承認されており、受傷後急性期に
おこる炎症反応への対症療法として使用される。しかし、その有効性について懐疑的な報告も多く、
加えて副作用リスクが非常に高いこともあり、近年の治療ガイドラインでは使用が推奨されていない。
また、受傷後長期間経過した慢性期は急性期よりも難治性とされており、リハビリテーションが唯一
の治療法となっているが、リハビリテーションは患者が費やす身体的、精神的、時間的および経済的
負担が大きい割には、回復の程度が限られている。このため、急性期 SCI・慢性期 SCIともに、有効性
の高い新たな治療薬および治療法の開発が待ち望まれている。 
本研究では、SCI治療における 2つの課題、「急性期 SCIに対する新規治療薬または治療法の開発」
および「慢性期 SCI に対する新規治療薬または治療法の開発」の解決にむけて、新規 SCI 治療薬の開
発につながるような新たな薬物を見出すことを目指した。 
【第 1章 苦参エキスの急性期脊髄損傷改善作用の検討および活性成分の同定】1) 2) 
CSPGを分解する酵素であるChondroitinase ABC (ChABC) の急性期 SCIに対する有効性が報告され
てから、CSPGを標的とした SCI研究が蓄積している。しかし、ChABCはバクテリア由来のタンパク
質でありアナフィラキシーショックの危険性がある。よって、ヒトへの連続投与は不可であり、臨床
利用には限界があると考えられている。そこで私は、CSPGを分解しなくともCSPG存在下で軸索伸展
を増加させ、神経伝導路の再建を促すことができれば、SCI治療につながると考えた。そして、そのよ
うな活性を有する薬物を 110 種類の生薬エキス中より探索したところ、強い活性を有する薬物として
苦参エキスを見出した。本章では、苦参エキスの急性期 SCI マウスへの有効性を検討し、その活性成
分の同定に取り組んだ。 
CSPG coating上で培養した神経細胞に対する苦参エキスの軸索伸展促進作用 初代培養した大脳皮質
神経細胞 (ddYマウス, 胎生 14日齢) を CSPG coating上に播種し、苦参熱水抽出エキス (10 μg/ml) を
処置したところ、軸索伸展が抑制されなかった。 
急性期SCIマウスに対する苦参エキスの作用 第9-10胸髄を圧挫損傷したSCIマウス (ddYマウス, 雌
性, 8週齢) に損傷当日より苦参エキス(500 mg/kg) を 31日間連日経口投与したところ、後肢運動機能が
改善した。また、蛍光免疫染色法により脊髄矢状断切片の組織学的解析を行ったところ、損傷領域内
を伸展する 5-HT (縫線脊髄路マーカー) 陽性軸索が増加した。 
In vitroにおける苦参エキスの活性成分の同定 苦参エキスを水画分、アルカロイド画分、酢酸エチル
画分に分画し、CSPG coating上で培養した大脳皮質神経細胞に処置したところ、水画分 (10 μM) およ
びアルカロイド画分 (1, 10 μM) が軸索伸展活性を示した。LC-MS解析により、水画分には oxymatrine
が、アルカロイド画分には matrine と oxymatrine が多く含まれることが示されたため、matrine と
oxymatrine について CSPG coating 上で培養した大脳皮質神経細胞に対する軸索伸展活性を検討した。
その結果、10 μM matrine処置および 1, 10 μM oxymatrine処置により軸索伸展が増加した。 
論 文 内 容 の 要 旨
 急性期 SCIマウスに対するmatrineおよび oxymatrineの作用 SCIマウスに損傷当日よりmatrine (10, 
100 μmol/kg) および oxymatrine (10, 100 μmol/kg) を 31 日間連日経口投与したところ、100 μmol/kg 
matrine 投与により後肢運動機能が改善した。一方、oxymatrine 投与は後肢運動機能に影響を与えなか
った。100 μmol/kg matrine投与群について、蛍光免疫染色法により脊髄矢状断切片の組織学的解析を行
ったところ、損傷部およびその尾側に存在する 5-HT陽性軸索が増加した。 
以上の結果より、急性期 SCIマウスに対して、苦参エキスおよびその活性成分のmatrineは、損傷部
における縫線脊髄路の伸展を促し、後肢運動機能を改善することを明らかにした。苦参エキスおよび
matrineは、神経伝導路を再建することで急性期 SCIを改善させる、新規 SCI治療薬となり得る活性を
有する。 
 
【第 2章 Matrineの軸索伸展作用および脊髄損傷改善作用に関与する直接結合タンパク質の同定】2) 
第 1章で示した、苦参エキスおよびmatrineの軸索伸展作用について、その作用メカニズムは不明で
ある。これまで行われたmatrineについての薬理学研究によると、matrineが誘発する分子変動や分子シ
グナル変動は多様であり、細胞種によっても異なる場合があることが示唆されている。また、matrine
が誘発する分子シグナルの起始点と思われるmatrineの直接結合タンパク質が複数報告されている。こ
のため、matrine が示す特定の薬理作用に関わる固有の分子メカニズムを明らかにするには、その起始
点となるターゲットタンパク質を同定し、その寄与を実験的に証明しなくてはならない。そこで、本
章では、matrine の軸索伸展促進メカニズムおよび SCI改善メカニズムの解明に向けて、神経細胞にお
けるmatrineの直接結合タンパク質を同定し、matrineの軸索伸展作用および SCI改善作用に対するその
タンパク質の寄与を明らかにすることを目的とした。 
神経細胞におけるmatrineの直接結合タンパク質の探索 直接結合タンパク質の探索・同定には、drug 
affinity responsive target stability (DARTS) 法, nano-LC-MS/MS解析およびWestern blotを用いた。CSPG 
coating上で培養した大脳皮質神経細胞より cell lysateを調製し、lysate中よりmatrineの直接結合タンパ
ク質を探索したところ、Heat Shock Protein 90 (HSP90) を同定した。 
HSP90 のシャペロン活性に対する matrine の作用 HSP90 は分子シャペロンの一つであり、様々なタ
ンパク質 (client protein) の foldingに関与している。そこで、HSP90のシャペロン活性に対するmatrine
の作用を luciferase refolding assayを用いて検討したところ、matrineはHSP90のシャペロン活性を増強
することが明らかとなった。 
Matrineの軸索伸展作用への細胞外HSP90の関与 HSP90は client proteinの構造を変化させることで
安定化や活性化を引き起こし、その結果 client protein が介在する細胞内シグナルに関与することとな
る。神経細胞においてHSP90は細胞質に発現する“細胞内HSP90”と、細胞膜上に発現するHSP90お
よび細胞外へと分泌されるHSP90を総称した“細胞外HSP90”に分類される。細胞内HSP90と細胞外
HSP90は発現部位の違いから、client proteinが異なる可能性が考えられ、それにより関与する分子シグ
ナルも異なると予想される。これまでに recombinant HSP90を細胞外から処置することにより、軸索伸
展が増加することが報告されており、私はmatrineが細胞外HSP90を活性化することで軸索伸展を促進
しているのではないかと仮説を立て、それを検証した。CSPG coating上で培養した大脳皮質神経細胞に
HSP90中和抗体 (1 ng/ml) または normal mouse IgG (1 ng/ml) を処置した後、matrine (10 μM) を処置し
た。その結果、normal mouse IgG処置後にはmatrineによる軸索伸展が見られたものの、HSP90中和抗
体処置後にはmatrineによる軸索伸展が完全に見られなくなった。 
Matrineの急性期 SCI改善作用への細胞外HSP90の関与 SCIマウスに損傷当日よりHSP90中和抗体 
を持続的脳室内投与し、同時にmatrine (100 μmol/kg) を 14日間連続経口投与したところ、matrineの後
肢運動機能改善作用が完全に見られなくなった。 
以上の結果より、神経細胞における matrine の直接結合タンパク質が HSP90 であること、そして
matrine が HSP90 のシャペロン活性を賦活化することを見出した。これまでに HSP90 のシャペロン活
性を増強する分子は報告されておらず、matrineはHSP90に対する新たなタイプの分子標的薬となり得
る。さらに、matrineは細胞外HSP90を活性化することで軸索伸展作用および SCI改善作用を示すこと
を明らかにした。これにより細胞外 HSP90が SCI治療におけるターゲットタンパク質になり得ること
を初めて示した。 
【第 3章 苦参エキスおよびMatrineの慢性期脊髄損傷改善作用の検討】3) 
受傷後長期間経過した慢性期 SCI は、急性期 SCI に比べてより難治性であるが、その原因は未だ十
分に解明されていない。慢性期においても、CSPGは損傷中心部に堆積していることが報告されており、
CSPGによる軸索伸展阻害環境が、慢性期が難治性である原因の 1つであると考えられている。そこで
本章では、CSPG coating上において軸索伸展を促進する作用を有する、苦参エキスおよびmatrineにつ
いて、慢性期 SCIへの有効性を検討した。 
慢性期 SCI マウスに対する苦参エキスおよび matrine の作用 第 10-11 胸髄を圧挫損傷した SCI マウ
スに損傷後 28日目より苦参エキス (500 mg/kg) またはmatrine (100 μmol/kg) を 154日間連日経口投与
したところ、matrine 投与により後肢運動機能が改善した。一方、苦参エキス投与は後肢運動機能に影
響を与えなかった。Matrine 投与群について、蛍光免疫染色法により脊髄矢状断切片の組織学的解析を
行ったところ、損傷部より吻側および尾側の領域でNF-H (軸索マーカー) 陽性軸索が増加した。また損
傷部より尾側の領域において、5-HT陽性軸索が増加し、ChAT (脊髄運動神経マーカー) 陽性神経細胞
に重なる Bassoon (前シナプスマーカー) 陽性領域が増加した。 
以上の結果より、慢性期 SCIマウスに対しmatrineを投与すると、脊髄での軸索密度の増加、縫線脊
髄路の伸展、脊髄運動ニューロン上でのシナプス形成の増加が促され、その結果、神経伝導経路が再
接続され運動機能が改善するものと考えられる。Matrineは急性期 SCIに対してだけでなく、慢性期 SCI
に対しても有効な薬物であり、有用性の高い新規 SCI治療薬になり得る活性を有する。 
【結論】 
本研究において、苦参エキスおよびその活性成分であるmatrineが、急性期 SCIマウスにおいて、損
傷部の軸索伸展を促進し運動機能を改善することを明らかにした。また、matrineがHSP90に結合して
そのシャペロン活性を増強すること、そして細胞外HSP90を活性化することで軸索伸展作用およびSCI
作用改善作用を引き起こすことを明らかにした。さらに、難治性である慢性期 SCI モデルにおいて、
matrineが運動機能制御に関わる神経伝導経路を再接続し、運動機能を改善することを明らかにした。 
本研究は、急性期および慢性期 SCIに対して有効な薬物として、HSP90賦活薬であるmatrineを提示
するものである。Matrine は中国において様々な種類のがんやウィルス性肝炎を中心に多くの臨床試験
が実施されており、ヒトにおける安全性が確認されている。現在日本国内で行われている SCI の臨床
試験では、matrine が示したような CSPG 存在下における軸索伸展促進作用が期待されるものは見当た
らない。慢性期 SCI で劇的な機能改善を実現するためには、作用の異なる複数の治療法を組み合わせ
ることが必要だと考えられているため、matrine は臨床利用に向けて有用性が高い薬物であると考えら
れる。今後のさらなる研究によりmatrineが新規 SCI治療薬の創出に寄与することが期待される。 
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